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論   文   の   要   旨 
 
湖沼などの富栄養化にリンの汚染が大きく寄与している。低濃度でかつ大量に存在するリンを効率良
く湖沼から取り除くことが出来れば、富栄養化を抑制することができる。植物にリンを吸収させて取り
除く試みがなされているが、高濃度のリンを植物が蓄積できないのでその試みが拡がっていない。とこ
ろで、金属イオンと結合したフィチン酸はフィチン（不溶態）と呼ばれ、種子に多量に貯蔵されている。
たとえばフィチンは米ぬかに〜10%程度存在する。もしフィチン酸を葉の組織内に、種子と同程度の量
を蓄積させることができれば、植物は多量のリンを吸収・蓄積できると考えられる。 
このような機能を発揮させるにはフィチン酸合成の制御機構を葉で発揮させ、少なくとも 5～6段階
が必要といわれているフィチン酸合成系全体を活性化させることが有効であろう。しかし、フィチン酸
合成経路は解明されつつあるものの、その制御機構については報告がない。そこで、本研究では種子で
フィチン酸合成を制御する環境因子、転写因子、および、その制御機構の解明を試みた。 
フィチン酸の蓄積部位である種子のアリューロン層（ヌカ、糊粉層）は収穫時期が限られており、ま
た組織の調製が容易ではない。そこで、調製や環境因子等の研究が容易な培養細胞を用いることを計画
した。種子登熟過程の制御には植物ホルモンの一種アブシジン酸（ABA）とショ糖が関与することが知
られている。種子貯蔵物質のフィチン酸の合成もまたこれらで制御されることが予想された。ABA、シ
ョ糖、無機リン酸を種々の濃度で培養細胞に与えた結果、ABAのみがフィチン酸の合成を顕著に促進す
ることがわかった。また、ABAの濃度増加に伴いフィチン酸含量が増加した。一方、種子では ABA含量
の増加とフィチン酸合成の時期が一致しており、種子でのフィチン酸合成も ABAによって制御されてい
ることを強く示している。 
フィチン酸合成関連遺伝子として既に 15の遺伝子が知られている。これらの発現を調べたところ、
そのうち RINO1, MIK, ITPK1, ITPK4, ITPK6, IPK1, LPA1の 7遺伝子が ABA添加後に上昇した。この 7
遺伝子がこの条件でのフィチン酸合成に関与していると考えられる。RINO1, MIK, IPK1, LPA1は種子で
のフィチン酸合成に関与することが既に示されており、ITPK4および ITPK6も関与すると考えられてい
る。これらのことから、培養細胞と種子とで同一の制御機構が働いていると考えられる。 
イネ遺伝子発現解析のデータ(RiceXPro)を利用して解析した結果、登熟種子のフィチン酸合成に関与
する RINO1, ITPK4, ITPK6, IPK1, LPA1, MRP5の 6遺伝子の発現パターンが互いに相関を示すことがわ
かった。これらの遺伝子と高い相関を示す転写因子を探索し、11 個の遺伝子を見いだした。そのうち、
ABAに明瞭に応答する 3遺伝子を選んで、培養細胞に導入して、過剰発現細胞を構築した。そのうちの
一つ CG19を導入した細胞で ITPK4の発現が高められており、少なくとも CG19はフィチン合成系を制御
していることを明らかにした。 
種子の貯蔵物質であるデンプン、タンパク、脂質の合成の制御系に関する情報が蓄積されつつある。
その情報を有効にフィチン酸の合成制御系に援用するために比較実験を行った。デンプン合成関連遺伝
子の発現解析を行い、培養細胞では、胚乳のデンプン合成系とは異なる制御系によって活性化されてい
ることが示された。また、培養細胞では種子貯蔵性タンパク質の発現がなかった。一方で、胚やアリュ
ーロン層に蓄積する脂質の合成に関連する遺伝子の発現が ABAにより高められていた。 
これらに加え、イネの種子形成や登熟のマスター因子として知られている VP1, LFL1, LEC1Bの発現
が胚と同等に高発現していた。これらのマスター因子の発現を介して培養細胞に胚的な性質を付与して
いると考えられる。この状況で培養細胞に ABAが与えられることで胚と同じようにフィチン酸の合成が
活性化されるのであろう。 
本研究では培養細胞を用いた研究によって、ABAによりフィチン酸合成が制御されることを示した。
また合成系のメンバーである ITPK4を制御する転写因子を見出すことができた。同方法でフィチン酸合
成系全体を制御する転写因子を見出せると期待できる。培養細胞では胚形成のマスター因子の発現が高
まっていることを明らかにした。これら制御の下に ABAの刺激によりフィチン酸合成が活発化している
と考えられる。マスター因子と関連づけつつ共発現解析をさらに進めることでフィチン酸合成制御機構
に新たな知見をもたらすと考えられる。 
 
審   査   の   要   旨 
 
本論文はフィチン酸合成系の制御に関する研究を進めたものである。イネの培養細胞を用いた実験系を
立ち上げその有用性を示した。それを利用して実際に制御遺伝子の一個を明らかにした。また、この培養
細胞が有する、胚的な遺伝子発現を行っているという特異な性質を初めて明らかにした。これらの技術や
知見は新規なものであり、フィチン酸合成系の制御に関する研究の進展に大いに資するものであり、かつ、
環境浄化などへの応用への展開も期待でき、学問的かつ応用的な価値の高い論文であると評価した。 
平成２６年１月２４日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終
試験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委
員全員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
